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摘 要 : 为 探讨 黑 老 虎 (Kadsura coccinea) 根 际 土壤 和 组 织 内 生 真 菌 菌 群 的 组 成 及 其 生态 
功能 ， 该 文采 用 ITS 高 通 量 测序 技术 对 成 熟 黑 老 虎 内 生 真 菌 〈 根 、 茎 和 叶 〉 及 根 际 土壤 真菌 
群落 结构 、 多 样 性 和 生态 功能 进行 了 分 析 。 结 果 表 明 : a) 12 个 样品 共 获 得 2 241 个 可 操 
作 分 类 单元 COTUO ， 涉 及 10 个 门 、41 个 纲 、95 个 目 、212 个 科 、367 个 属 ， 内 生 真 菌 和 根 
际 土壤 真菌 OTU 数 分 别 为 1 453、386、536 和 258， 其 中 共有 的 OTU 为 18 个 。 在 门 水 平 上 ， 
黑 老 虎 内 生 真 菌 及 根 际 土壤 真菌 优势 群落 均 为 子 职 菌 门 和 担子 菌 门 ， 其 中 子宫 菌 门 在 叶片 
和 茎 中 占 比分 别 高 达 96.99% 和 95.37%; 在 属 水 平 上 ， 根 际 土壤 真菌 中 腐生 真菌 被 孢 考 属 占 
比较 高 (13.5%) ， 而 叶片 和 茎 秆 等 生长 旺盛 的 组 织 中 ， 子 圳 菌 门 未 分 类 属 和 辣 圳 腔 菌 属 
占 比较 高 。 (D a 多 样 性 分 析 表 明 ， 黑 老虎 根 际 土壤 真菌 群落 的 丰 度 和 多 样 性 明显 高 于 内 
生 真 菌 ， 茎 中 内 生 真 菌 丰 度 显 著 高 于 根 和 叶 ， 而 根 、 茎 和 叶 组 织 间 内 生 真 菌 多 样 性 差异 不 
显著 。PCoA 结 果 显 示 ， 叶 片 和 茎 秆 的 真菌 群落 结构 相似 性 更 高 。〈(3〉 利用 FUNGuild 数 据 
库 对 黑 老 虎 内 生 真 菌 及 根 际 土壤 真菌 群落 进行 功能 预测 分 析 ， 结 果 发 现 黑 老虎 根 际 土壤 真 
菌 和 内 生 真 菌 含 有 大 量 的 未 分 类 菌 群 。 功 能 已 分 类 菌 群 中 ， 病 理 寄 生 型 功能 群 在 生长 旺盛 
的 组 织 中 占 比较 高 。 研 究 结 果 为 黑 老虎 优异 功能 菌 的 盘 选 和 发 掘 提供 了 理论 依据 。 
关键 词 黑 老虎 ， 高 通 量 测 序 ，ITS， 内 生 真菌 ， 根 际 真 菌 ， 多 样 性 ， FUNGnuild 
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Abstract: To investigate rhizosphere soil and endophytic fungal community composition, 
diversity, and ecological functions in Kadsura coccinea, the endophytic fungal community from 
roots, stems, leaves, and rhizosphere soils of mature K. coccinea were analyzed based on high- 
throughput sequencing technology. The results were as follows:(1) A total of 2 241 operational 
taxonomic units (OTUs) were obtained from 12 samples at 97% of sequence homology level. The 
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OTUs of endophytic and rhizosphere fungi were 1 453, 386, 536 and 258, respectively, of which 
18 OTUs were in common. There belong to 10 phyla, 41 classes, 95 orders, 212 families, and 367 


genera, respectively. The dominant fungal communities at the phylum level in the endophytic and 


rhizosphere soil of K. coccinea are Ascomycetes and Basidiomycetes. Among them, Ascomycota 


accounted for 96.99% and 95.37% of the endophytic fungal community in leaves and stems, 


respectively. At the genus level, the saprophytic fungi Mortierella accounted for a relatively high 


proportion (13.596) in the rhizosphere soil, in contrast, pathogenic fungi such as Ascomycota and 


Mortierella were mainly found in vigorously growing tissues (leaves and stems). 


diversity analysis showed that the richness and diversity of the fungal community in the 


rhizosphere soil of K. coccinea were significantly higher than those in endophytic fungi. Although 


the abundance of endophytic fungi in stems was significantly higher than that in roots and leaves, 


the differences in endophytic fungal diversity among roots, stems and leaves were not significant. 


The principal component analysis (PCoA) revealed that the fungal community structures of leaves 


and stems were more similar, and those of roots and rhizosphere soils were more similar. (3) The 


(2) Alpha 


function of endophytic fungal communities in different tissues and rhizosphere of K. coccinea was 


predicted and analyzed by using FUNGuild platform. The results showed that the rhizosphere soil 


fungi and endophytic fungi contained a large number of unclassified fungi. Among the 


functionally classified fungi, the pathotroph functional group has a higher proportion in the 


vigorously growing tissues. This study provides a theoretical basis for the screening and exploring 


of active functional fungi in K. coccinea. 


Key words: Kadsura coccinea, high throughput sequencing, ITS, endophytic fungi, rhizosphere 
fungi, diversity, FUNGuild 


黑 老 虎 (Kadsura coccinea) ， 别 名 冷 饭团 
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地 ( 曾 建 飞 ，1996) ， 以 根 、 茎 入 药 ， 具 有 行 气 活 
学 研究 显示 ， 黑 老虎 提取 物 还 
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了 抗 氧 化 〈 赵 表 等 ， 


( 潘 争 艳 等 ，2007; KAFE, 2021) 和 抑制 病原 菌 〈 张 誉 工 
EK (Song et al., 2021) 等 功能 。 从 五 味 子 科 植物 中 也 陆续 分 
要 次 生 代 谢 物 黑 五 味 子 酸 的 内 生 真菌 CWang et al. 


2017; 毛 瑞 华 等 ，2019; Qin et al., 2019, 2020) 。 此 外 ， 五 味 子 科 植 物 长 期 种 植 ， 会 导致 


土壤 菌 群 的 变化 。 
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6 年 后 ， 根 际 土壤 养分 状况 和 土壤 真菌 群落 发 生 了 明显 改变 。 上 述 研 究 结 果 为 五 味 子 属 植物 
内 生 真 菌 及 根 际 真菌 的 研究 提供 了 重要 信息 ， 但 对 黑 老 虎 内 生 真 菌 和 根 际 真菌 的 研究 报道 
还 很 少 。 

鉴于 黑 老 虎 内 生 真菌 和 根 际 真菌 的 研究 现状 ， 本 研究 采用 Illumina 高 通 量 测 序 方法 ， 以 
多 年 生成 熟 的 黑 老虎 为 研究 对 象 ， 通 过 分 析 黑 老虎 内 生 真 菌 及 根 际 土壤 真菌 的 真菌 群落 组 
成 、 多 样 性 和 功能 预测 ， 探 讨 以 下 问题 : CD 黑 老 虎 植株 内 生 真 菌 和 根 际 土壤 真菌 的 群落 
组 成 差异 和 优势 菌 群 。 〈2) 探讨 黑 老虎 内 生 真菌 和 根 际 真菌 功能 差异 及 形成 原因 。 为 黑 老 
虎 内 生 真 菌 和 根 际 真菌 菌 群 的 发 掘 和 代谢 活性 产物 的 进一步 研究 提供 了 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 样品 处 理 
黑 老 虎 根 际 土 、 根 、 茎 和 叶 采 自 贵州 省 果树 科学 研究 所 试验 基地 ， 品 种 资源 编号 为 
GZ1， 已 种 植 $ 年 以 上 。2021 年 11 月 份 ， 黑 老虎 果实 采 后 ， 选 取 长 势 一 致 、 发 育 良好 的 成 熟 
黑 老虎 根 、 茎 和 时， 每 3 株 混 合作 为 1 个 处 理 ， 重 复 3 次 。 根 部 带 土 ， 置 于 冷 链 箱 内 ， 迅 速 带 
回 实验 室 ， 将 根部 土壤 抖 落 ， 留 存 无 法 抖 落 的 为 根 际 土壤 ， 将 根 际 土壤 收集 于 无 菌 PE 管 
中 ， 根 样品 标记 为 RT1、RT2、RT3， 葵 样品 标记 为 ST1、ST2 和 ST3， 叶 样品 标记 为 LF1、 
m LF2 和 LF3 ， 根 际 土 样品 标记 为 Rhl 、Rh2 和 Rh3 。 根 和 根 际 土 样品 的 制备 参照 王 艳 等 
e? (2019) 描述 的 方法 ， 将 黑 老 虎 根 、 葵 及 叶 用 流动 的 自来水 冲 去 表面 多 余 的 根 际 土 后 ， 分 
5 别 置 于 75% 乙 醇 中 处 理 2 min， 再 用 5% 次 氧 酸 处 理 3 min， 最 后 用 无 菌 水 清洗 3 次 ， 最 终 获 得 
表面 无 菌 的 黑 老 虎 根 、 茎 和 叶 样品 ， 由 于 黑 老 虎 肉质 叶片 难以 提取 DNA， 将 表面 灭 菌 的 叶 
片 放 入 无 菌 小 网 袋 中 ， 置 于 变色 硅胶 中 干燥 24 h， 然 后 置 于 液 氮 中 速冻 用 于 后 续 DNA 提 
取 。 
1.2 ITS 文 库 构 建 及 高 通 量 测序 
二 根 、 茎 和 叶 组 织 样品 经 液 氮 研磨 后 ， 用 植物 基因 组 DNA 试 剂 盒 (天 根 生化 科技 有 限 公 
= 司 ， 货 号 : DP305) 提 取 总 DNA, 根 际 土 样品 用 液 氮 研磨 后 提取 土壤 微生物 DNA， 所 用 试剂 
- fx 7j FastDNA SPIN Kit for Soil 试剂 盒 ( MP Biomedicals, LLC, Ail, Ohio, ， 货 号 : 
>< 116560200)， 提 取 步 又 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 。ITS 扩 增 子 采用 通用 引物 fTS7AITS4 (ITS2 
X) 进行 PCR 扩 增 ， 所 用 引物 序列 为 {ITS7 CS'"GTGARTCATCGARTCTTTG-3^ , ITS4(5'- 
二 TCCTCCGCTTATTGATATGC-37，PCR 产 物 经 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 ， 扩 增 体系 为 25 
FI uL, 4 2xPhanta Max master mix 〈 南 京 诺 唯 赞 生物 科技 股份 有 限 公 司 ， 货 号 : P515-01) 
12.5 pL， 正 癌 引 物 fTS7 C1 umol L!) 和 反 辐 引物 ITS4 (1 hmolL1) 各 2.5 uL, BS DNA 
50 ng。 PCR 所 用 程序 : 95 "C 预 变性 5 min; 95 "C 变 性 30 s， 509?C3B/K30s, 72 °C34E140 
s，30 个 循环 ， 最 后 72 *C 延 伸 7 min。PCR 产 物 经 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 确证 ，PCR 产 物 回 收 纯 
化 后 ， 利 用 Ilumina Mi Seq PE300 平 台 上 机 测序 (杭州 联 川 生物 科技 公司 ， 杭 州 )。 
1.3 数据 处 理 和 分 析 
测序 获得 的 原始 数据 去 除 接头 序列 后 ， 使 用 FLASH V1.2.7 软 件 进行 拼接 ， 然 后 利用 
Trimmomatic V0.33 过 滤 低 质量 的 测序 碱 基 ， 利 用 Vsearch (V2.3.4) 软 件 过 滤 掉 舱 合 的 reads 获 
得 高 质量 的 数据 后 ， 用 UPARSE 软 (http://drive5.com/uparse/) 在 97% 的 相似 水 平 下 聚 类 生成 
OUT 并 进行 注释 。 利 用 QIIME 2 软件 进行 a 多 样 性 和 B 多 样 性 分 析 (Bolyen et al., 2019) 。 方 
差分 析 和 多 重 比较 采用 SPSS 26.0 软 件 进行 。 绘 图 用 R (V3.5.2)〉 软件 完成 。 内 生 真 菌 的 生 
态 功 能 利用 FUNGuild 平 台 进行 分 析 (Nguyen et al., 2016) 。 


2 结果 与 分 析 
21 黑 老 虎 内 生 真菌 和 根 际 土壤 真菌 群落 测序 数据 统计 
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行 ITS IRI 388 ic dI 


上 | 序 ， 共 测 得 1 023 870 


央 、 蔡 合体 过 滤 后 ， 进 行 高 质量 数据 统计 ， 


对 有 效 reads， 样 品 有 效 reads 为 78 302—84 135， 每 个 样品 平均 82 415 对 
居 94.79% 一 98.4% 之 间 ，Q20 全 部 98.98% 以 上 ( 表 1) 。 读 长 分 布 在 1 一 500 bp 
之 间 ， 其 中 201 一 300 bp 读 长 的 片段 分 布 最 多 ， 占 片段 数目 总 量 的 90.6%。 显 示 测 序 质量 评 
及 根 际 土 样本 的 稀释 曲线 均 表 现 为 先 急剧 上 升 ， 


然后 随 着 测序 条 数 的 增加 曲线 趋 于 平缓 ， 文 库 的 覆盖 度 均 在 99.9% 以 上 〔 图 1) ， 表 明 各 样 
品 物种 测序 量 趋 于 饱和 ， 测 序 结果 可 以 充分 覆盖 样品 的 物种 。 另 外 ， 从 样品 稀释 曲线 看 ， 


根 际 土壤 真菌 


丰 度 远大 于 内 生 真 茵 
表 1 黑 老 虎 内 生 真菌 


， 提 示 根 际 土壤 真 
和 根 际 土壤 真菌 


菌 多 样 性 可 能 比 


内 生 真 菌 更 高 。 


ITS 测 序数 据 统计 


Tablel Data statistics of fungal communities in endophytic and rhizosphere soil of Kadsura 


coccinea 

ee EE POE 有 效率 含量 

中 初始 读 长 ”初始 碱 基数 有 效 读 长 有 效 碱 基数 有 多 GC 含 量 
名 称 6 MEE ET 6 Valid Q20 Q30 
Sample 数目 (对 )  (x106bp) 数目 (对 ) (x106 bp) ra (94) GC content 

P? Raw tags Raw bases Valid tags Valid bases A (%) 
name (%) 
RTI 86 728 43.36 84 013 23.35 96.87 99.36 97.72 50.35 
RT2 86 424 43.21 81 920 22.88 94.79 98.98 96.68 51.27 
RT3 85 142 42.57 81 160 22.26 95.32 99.19 97.23 53.81 
STI 86 050 43.02 83 920 21.31 97.52 99.58 98.42 56.32 
ST2 86 902 43.45 84 135 22.58 96.82 99.45 98.08 58.69 
ST3 80 213 40.11 78 302 19.85 97.62 99.57 98.46 54.10 
LFI 84 543 42.27 82 684 20.70 97.80 99.58 98.50 58.47 
LF2 86 048 43.02 83 669 21.51 97.24 99.22 97.31 57.77 
LF3 84 659 42.33 83 307 20.60 98.40 99.72 98.90 57.10 
Rh1 85 770 42.88 81 509 22.53 95.03 99.23 97.54 54.99 
Rh2 87 420 43.71 83 813 22.46 95.87 99.47 98.23 54.18 
Rh3 83 971 41.99 80 559 22.52 95.94 99.12 97.29 53.39 
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Fig.l Rarefaction curves of fungi in samples 
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2.2 黑 老虎 内 生 真 菌 和 根 际 土壤 真菌 群落 OTU 分 析 

经 过 分 析 和 聚 类 ，12 个 样品 共 得 到 2 241 个 OTU， 其 中 根 际 土壤 样品 中 检测 到 1 453 个 
OTU， 根 、 茎 和 叶 三 个 组 织 样品 分 别 检 测 到 386、536 和 258 个 OTU。 通 过 Venn 图 分 析 发 
现 ， 根 际 土壤 真菌 和 内 生 真 菌 群 落 中 共有 的 OUT 数 量 为 18 个 ， 其 中 ， 根 际 土壤 中 拥有 较 多 
独立 的 OTU， 为 1 192 个 ， 而 根 、 茎 和 叶 组 织 中 独立 的 OTU 数 分 别 为 151、383 和 112 个 。 根 
际 和 根 中 共有 的 OUT 数 量 为 192 个 ， 根 际 与 芭 、 叶 共有 OTU 分 别 为 65 和 52 个 ， 根 、 茎 和 叶 
三 个 组 织 共 有 OTU 为 40 个 〈 图 2) 。 结 果 表 明 ， 尽 管 所 检测 的 OTU 数 量 较 多 ， 但 根 际 土壤 
和 各 组 织 间 共有 的 OUT 只 18 个 ， 仅 占 比 0.8%， 根 际 土壤 真菌 、 组 织 内 生 真菌 中 形成 了 相对 
独立 的 真菌 群落 。 根 际 土壤 与 根 共 有 的 OUT 占 比 相对 较 高 (8.8%) ， 提 示 黑 老虎 根 长 期 生 
活 在 土壤 中 ， 可 能 与 根 际 富 集 的 真菌 形成 一 定 的 互 作 关系 ， 真 菌 群 落 之 间 产 生 相 互 影响 。 


叶 LF 根 际 土 Rh 


图 2 黑 老 虎 内 生 真 菌 和 根 际 土壤 真菌 群落 OTU 分 布 的 韦 恩 图 
Fig. 2 Venn diagram of OTUs derived from fungal community of endophytic and rhizosphere soil 


in Kadsura coccinea 
2.3 黑 老虎 内 生 真菌 和 根 际 真菌 的 群落 结构 组 成 

进一步 将 OTU 的 代表 序列 在 门 和 属 水 平 上 进行 群落 组 成 分 析 。 在 门 水 平 上 ， 根 际 真菌 
和 内 生 真 菌 的 优势 群落 均 为 子宫 菌 门 (Ascomycota) 和 担 菌 门 (Basidiomycota) , TÆ K 
门 占 绝对 优势 ， 根 际 土 和 根 中 占 比 57.26 和 58.76%， 而 叶片 和 茎 中 占 比分 别 高 达 96.99% 和 
95.37% 。 此 外 ， 根 中 优势 菌 门 还 有 担子 菌 门 〈Basidiomycota ) 4 BR 3€ Wi T] 
(Glomeromycota) ， 分 别 占 比 21.03% 和 17.96%， 球 面 菌 门 在 蔡 、 叶 组 织 和 根 际 土壤 中 分 
别 只 占 0.044%、0.004% 和 0.67% 。 接 合 菌 门 (Zygomycota) 在 根 际 土壤 中 占 13.84%， 在 其 
他 植物 组 织 中 占 0.03%~1.31%【〔 图 3: A) 。 未 分 类 的 OTU 根 际 土壤 中 占 13.66%， 植 物 组 织 
中 占 比 0.19%~0.93%。 

在 属 水 平 上 ， 黑 老虎 内 生 真 菌 和 根 际 真 菌 主要 分 布 于 367 个 属 ， 其 中 ， 根 际 真 菌 相对 含 
量 前 的 有 未 分 类 属 真 菌 (Fungi unclassified, 13.7%) . W W i/& (Mortierella , 
13.596) 、 介 球菌 属 CPlectosphaerella, 6.0%) 、 葡 萄 球菌 属 (Subulicystidium, 4.5%) 和 
新 从 赤 壳 属 (Neonectria，4.3%) 。 而 在 根 中 ， 占 比 前 $ 的 属 有 蜡 壳 耳 门 未 分 类 属 
(Sebacinales unclassified, 19.796) 、 外 瓶 霉 属 CExophiala, 15.296) 、 球 赛 菌 门 未 分 类 属 
( Glomeromycota unclassified , 121% ) ~ H J R H c 4 25 Jm 
(Chaetothyriales_unclassified, 8.8%) 和 镰刀 菌 属 (Fusarium, 8.0%) ; 茎 秆 中 ， 占 比 前 5 
的 属 为 子 赛 菌 门 未 分 类 属 〈Ascomycota_ unclassified 17.7%) . T Ez P HA 25/8 
(Pleosporales unclassified, 16.396) . Ji Æ Jk APRI XJ CElsinoaceae unclassified , 
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11.8% ) 、 Nr fa JE ( Strelitziana , 91% ) 和 Trichomeriaceae 未 分 类 属 
(Trichomeriaceae_unclassified, 8.6%) ; I} PiK CElsinoe, 21.596) 、 球 腔 菌 
属 (Mycosphaerella, 18.296) . SREK (Guignardia, 14.296) 、 间 座 壳 属 CDiaporthe, 
6.9%) 、 瓶 霉菌 属 (Phialophora, 5.499) 相对 含量 位 于 前 5。 结 果 表 明 黑 老虎 根 内 生 真 菌 
及 根 际 真菌 群落 存在 组 织 特异 性 ， 黑 老虎 根 际 真菌 和 内 生 真 菌 分 别 有 特 异 的 属 ， 根 际 真菌 
和 内 生 真 菌 菌 群 结构 存在 多 样 性 〈 图 3: BO 。 对 黑 老 虎 根 际 真菌 和 内 生 真 菌 测序 所 得 的 
OTU 结 果 在 属 水 平 上 进行 分 类 及 相对 丰 度 信息 绘制 热 图 (heatmap ) 进行 分 析 ， 对 根 际 真菌 
和 内 生 真 菌 在 门 和 属 水 平 上 前 30 的 物种 进行 聚 类 分 析 ， 在 门 水 平 上 ， 茎 和 叶 可 以 聚 为 一 类 
(图 4: AO 。 在 属 水 平 上 ， 根 际 与 根 样 品 聚 为 一 类 ， 而 共和 叶 样 品 聚 为 一 类 〈 图 4: B) 。 
结果 显示 黑 老 虎 根 样品 和 根 际 土 样品 的 真菌 群落 结构 更 相似 ， 根 际 土壤 真菌 和 根 内 生 真 菌 
群落 之 间 可 能 存在 相互 影响 ， 而 茎 秆 和 叶片 内 生 真 菌 群落 来 源 相 近 或 可 能 存在 相互 作用 。 


1.00 m F-H JAscomycota 

mH f iij JBasidionrycota 
0.90 

m XRaE TG I JGlomeromycota 
0.80 

mkf hi Zygomycota 
0.70 a RER Fungi unclassified 
0.60 m 3 Hil JChytridiomycota 

m ila is JOlpidiomycota 
0.50 

mi IKickxellomycota. 
um n S ERIT IRozellomycota 
ud m piti Z? TMoxtierellomycota 
0.20 
0.10 
0.00 

根 RT 3EST 叶 LF 


根 际 土 Rh 
分 组 Group 


相对 丰 度 Relative abundance 


B m Xf Others 


m KAH Fungi unclassified 
0.80 Ea 
0.70 
^ E 
0.50 
0.40 
0.30 
0.20 
0.10 
0.00 T T T 
根 RT 3EST HLF 


5 HERIR Mortierella 

m RRAN Plectosphaerella 

B KHR HJA Subulicystidium 

m MAIREN Neonectria 

m HRR Cylindrocarpon 

m 7] AUS Fusarium 

mE 1254) 25]8 Ascomycota unclassified 

BARÉ Nectria 

m HE HRA Hypocreales unclassified 

m NIE Exophiala 

B HER HRX Chaetothyriales_unclassified 

m HUR Idriella 

7 Hir H HARARE Sebacinales_unclassified 

m itii E 2433818 Pleosporales_unclassified 

在 弯 孢 红 盘 菌 属 Campylospora 

s SERJE Glomus 

m fE fS Alternaria 

mHE Phialophora 

回 毛 滴 虫 科 未 分 类 届 Trichomeriaceae_unclassified 
分 组 Group 


相对 丰 度 Relative abundance 


香 球 圳 菌 门 未 分 类 属 Glomeromycota unclassified 
m ZHE Trichomerium 

m ica BE H RA% Eurotiomycetes unclassified 
7 SREI Mycosphaerella 

7 BRIBETRLIBS Strelitziana 

= AER Camprophora 


n HAIR Diaporthe 

= AR Elsinoe 

根 际 土 Rh -MERARI Elsinoaceae unclassified 
m REHIA Guignardia 


图 3 黑 老 虎 内 生 真菌 和 根 际 土壤 真菌 群落 在 门 A 和 属 〈B) 水 平 上 的 分 布 


Fig. 3 Distribution of fungal community of endophytic and rhizosphere soil in Kadsura coccinea 


at phylum(A) and genus(B) levels 
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图 4 黑 老 虎 内 生 真 菌 及 根 际 真菌 在 门 (A) ME B) 水 平 上 的 群落 结构 分 布 热 图 


Fig. 4 Heatmap of endophytic and rhizosphere soil fungus community composition in Kadsura 
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coccinea at phylum(A) and genus(B) levels 


2.4. 黑 老 虎 内 生 真 菌 和 根 际 真菌 群落 的 多 样 性 分 析 


对 黑 老 虎 内 生 真菌 和 根 际 真菌 群落 进行 群落 丰 度 〈Chaol 指数 和 ACE 指数 ) 和 群落 多 
样 性 比较 分 析 〈Shannon 指数 和 Simpson 指数 ) 。 发 现 黑 老虎 根 际 真菌 群落 丰 度 和 多 样 性 
显著 高 于 内 生 真菌 ， 与 内 生 真菌 相 比 ， 根 际 真 菌 群落 的 ACE 指数 、Chaol 指数 和 Shannon 


指数 均 显 著 高 于 内 生 真 菌 〈P<0.05) 。 根 与 


叶 和 茎 的 ACE 指数 及 Chaol 指数 无 显著 差异 


CP>0.05) ， 而 茎 与 叶 的 ACE 指数 及 Chaol 指数 有 显著 差异 (P<0.05) ( 表 2)。ACE 指数 


Chins n pe 
c nInaA INE 


及 Chaol 指数 反应 物种 丰 度 ，Shannon 指数 和 Simpson 指数 主要 反映 物种 的 多 样 性 ， 结 果 
显示 根 际 土壤 真菌 的 丰 度 和 多 样 性 高 于 内 生 真 菌 ， 茎 秆 内 生 真 菌 的 丰 度 显著 高 于 叶片 ， 

根 、 茎 和 叶 各 组 织 间 的 多 样 性 差异 不 显著 。 
表 2 黑 老 虎 内 生 真 菌 和 根 际 真菌 群落 的 a 多 样 性 分 析 
Table 2 Alpha diversity of fungal community of endophytic and rhizosphere soil in Kadsura 


coccinea 
样品 香农 指数 辛普森 指数 Chaol 指数 ACE 指数 
Sample Shannon index Simpson index Chaol index ACE index 
Hr LF 4.65+0.52b 0.91+0.04ab 113.38+44.82c 113.61244.95c 
根 RT 4.63X1.09b 0.91+0.06ab 180.25+37.02bc 181.42x36.75bc 
zEST 4.778:0.50b 0.90+0.02b 221.45+46.9b 222.37+47.43b 
根 际 土 Rh — 7.1220.1a 0.98+0.001a 675.17+42.98a 678.75+41.81a 
注 : 表 中 不 同 小 写字 母 表 示 多 重 比 较 Duncan 检 验 在 0.05 水 平 上 存在 显著 差异 。 


Note: Different lowercases indicate that there are significant differences in Duncan' test at 0.05 level. 


为 了 分 析 黑 老虎 根 际 真菌 群落 和 内 生 真 菌 群落 之 间 的 物种 差异 性 ， 利 用 主 坐 标 分 析 
PCoA (Principal Coordinates Analysis) 分 析 了 黑 老 虎 内 生 真 菌 和 根 际 真菌 的 结构 情况 ， 基 
FIERE SERE Cunweighted unifrac) ， 结 果 显 示 ， 第 一 主轴 解释 了 OTU 水 平 真 菌 群 落 
结构 变化 的 32.44%， 第 二 主轴 解释 了 OTU 水 平 真 菌 群落 结构 变化 的 16.11%， 两 个 主轴 合计 
解释 了 48.55% 真 菌 群落 结构 变化 〈 图 53) 。PCoA 分 析 结 果 显 示 在 根 际 土壤 和 3 种 组 织 中 ， 不 
同 组 织 样品 间 明 最 分 开 ， 叶 片 样品 与 茎 样品 相对 聚集 ， 而 叶片 样品 与 茎 样品 真菌 群落 相似 
度 较 高 ， 可 能 来 自 相同 的 起 源 。 虽 然 根 和 根 际 土 壤 长 期 接触 ， 但 从 主 坐 标 分 析 来 看 ， 根 内 
生 菌 与 根 际 土壤 真菌 的 距离 仍然 较 远 ， 表 明 两 者 真菌 菌 群 来 源 并 不 相同 。 
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主 坐 标 1 PCoA1 (32.44%) 
图 5 黑 老 虎 内 生 真 菌 和 根 际 土壤 真菌 群落 结构 基于 非 加 权 距 离 矩 阵 的 主 坐 标 “PCoA) 分 析 
Fig.5 PCoA analysis of fungal community composition endophytic and rhizosphere soil in 


Kadsura coccinea based on unweighted unifrac distance matrix 


2.5 黑 老 虎 内 生 真菌 及 根 际 真菌 群落 的 FUNGnuild 功 能 类 群 预测 

利用 FUNGuild 数 据 库 对 黑 老 虎 内 生 真 菌 及 根 际 真菌 群落 进行 功能 预测 分 析 ， 结 果 发 
现 ， 未 分 类 菌落 (unassigned) 在 根 际 、 根 、 茎 中 占 比较 高 ， 分 别 为 31.5%、37.3% 和 
35.8%。 而 病理 寄生 型 (pathotroph) 功能 群 在 黑 老 虎 组 织 和 根 际 土壤 中 所 占 比例 次 序 为 叶 
(62.9%) >Æ (37.5%) > 根 际 (16.7%) > 根 (9.294) ， 表 明 病 理 寄生 型 功能 群 在 生长 旺盛 
的 组 织 中 占 比较 高 。 根 际 土壤 中 ， 其 他 营养 类 型 如 腐生 型 (saprotroph，10.2%) 、 病 理 寄 


作 HHF 
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生 - 腐 生 - 共 生 型 (pathotroph-saprotroph-symbiotrop 12.796) 、 腐 生 -共生 型 (saprotroph- 
symbiotroph, 13.996) 在 根 际 土 中 占 比 超过 10%， 而 根 中 超过 10% 的 功能 菌 群 有 腐生 -共生 
型 ( saprotroph-symbiotroph , 17.8% ) 和 病理 寄生 -腐生 型 C pathotroph-saprotroph ， 

17.2990 , 茎 和 叶 中 超过 10% 的 功能 菌 群 分 别 为 共生 型 Csymbiotroph, 13.796) 和 病理 寄 


生 - 共 生 型 (pathotroph-symbiotroph， 


10.7%) (图 6: A). 


对 各 样品 中 超过 1% 的 菌 群 进 进 行 了 详细 的 物种 生态 功能 预测 分 类 ， 除 未 分 类 菌落 
Cunassigned) 占 一 定 比 例外 ， 黑 老虎 内 生 真 菌 和 根 际 真菌 已 鉴定 出 的 主要 生态 功能 菌 为 是 


植物 病原 菌 Cplant pathogen) ， 在 


根 际 土壤 、 根 、 茎 叶 叶 中 占 比 分 别 为 15.4%、9.1%、 


37.5% 和 62.9% (图 6: B) 。 在 超过 10% 的 生态 功能 菌 群 中 ， 根 际 土壤 真菌 为 内 生 菌 - 枯 枝 腐 
生物 -土壤 腐生 菌 - 未 定义 腐生 菌 C endophyte-litter saprotroph-soil saprotroph-undefined 
saprotroph, 13.6%) ， 根 中 为 动物 病原 体 -真菌 寄生 虫 -未 定义 腐生 菌 〈(animal pathogen- 


fungal parasite-undefined saprotroph, 


17.196) 和 丛 枝 菌 根 (arbuscular mycorrhizal, 1796) 两 


种 ， 茎 和 叶 中 无 其 他 类 型 的 功能 菌 群 占 比 超过 10%。 


相对 丰 度 Relative aboundance 
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A. 营养 型 分 类 ; B. Guild 详 细 分 类 。 
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A. Trophic mode; B. Guide detailed classification. 


图 6 黑 老虎 内 生 真 菌 


及 根 际 真 菌 群 落 FUNGuild 真 菌 功 能 分 类 


Fig. 6 FUNGuild classification of endophytic and rhizosphere fungal communities in Kadsura 
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3 讨论 与 结论 


COCC 


在 漫长 的 自然 进化 中 ， 真 菌 与 其 宿主 植物 形成 复杂 的 相互 作用 关系 ， 真 菌 对 植物 的 生 
要 作用 ， 同 时 部 分 内 生 真 菌 也 可 以 产生 与 宿 


长 发 育 、 抵 御 病 原 菌 和 外 部 非 生 物 胁迫 发 挥 
主 相同 的 次 生 代谢 产物 。 由 于 传统 分 离 技术 难以 获得 不 可 培养 的 内 生 真 菌 ， 限 制 了 内 生 真 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


inea 


菌 的 进一步 发 据 。 本 研究 利用 


成 和 多 样 性 进行 了 研究 ， 发 现 了 大 量 未 分 类 


高 通 量 测序 技术 对 黑 老虎 内 生 真 菌 和 根 际 土壤 真菌 的 群落 组 


的 OTU， 其 一 ， 表 明 与 传统 分 离 培养 方法 相 


比 ， 利 用 高 通 量 测序 技术 可 以 发 现 更 多 的 内 生 真 菌 ， 其 二 ， 表 明 黑 老虎 内 生 真 菌 和 根 际 土 


二 真菌 中 存在 大 量 为 分 类 的 真菌 旭 
进行 功能 分 类 ; 其 三 ， 很 多 未 被 发 3 


良 分 离 培养 技术 进一步 发 掘 内 生 真 菌 。 
研究 表明 ， 内 生 真 菌 的 组 成 和 


lF 洲 ， 可 能 受 限于 真菌 数据 库 限 制 ， 无 法 对 这 些 真 菌 群落 
昌 的 真菌 群落 可 能 难以 进行 人 工分 离 培 养 ， 需 要 通过 改 


结构 受 种 属 、 环 境 、 组 织 等 因素 影响 (Fuchs et al., 


2017) 。 从 真菌 群落 结构 组 成 结果 看 ， 黑 老虎 根 际 土 、 根 、 茎 和 叶 中 真菌 群落 结构 存在 较 
大 差异 。 在 门 水 平 上 ， 黑 老虎 内 生 真菌 及 根 际 真菌 的 优势 群落 均 为 子 吉 菌 门 和 担子 菌 门 ， 
但 子宫 菌 门 在 叶片 和 茎 秆 中 占 比 超过 90%， 在 已 经 发 现 的 植物 内 生 真菌 中 ， 优 势 菌 门 多 为 
子 圳 菌 门 ， 子 圳 菌 门 在 不 同 组 织 中 占 比 不 同 ， 可 能 与 种 属 特异 性 有 关 。 在 属 水 平 上 ， 根 际 
土壤 真菌 群落 中 被 钨 霉 属 占 比较 高 〈13.35%) ， 被 孢 霉 属 为 腐生 真菌 ， 在 秸秆 分 解 和 土壤 


养分 转化 中 发 挥 重 要 作用 〈 宁 


琪 等 ，2022) 。 


子 圳 菌 门 未 分 类 属 和 病 圳 腔 菌 属 主要 为 植物 


致 病菌 ， 在 叶片 和 茎 秆 等 生长 旺盛 的 组 织 中 占 比较 高 。 通 过 聚 类 热 图 分 析 ， 黑 老虎 根 样品 


和 根 际 土 样品 真菌 群落 结构 更 相似 ， 而 芭 和 叶 样 品 的 真菌 群落 结构 相近 。 由 于 土壤 蕴含 着 
丰富 的 微生物 多 样 性 ， 根 与 土壤 长 期 直接 接触 ， 土 壤 真 菌 与 根 内 生 真 菌 相 互 影 响 ， 可 能 是 


造成 真菌 群落 结构 更 为 相近 的 


原因 (Ren et al. 


发 育 来 源 更 为 相似 ， 可 能 是 两 者 内 生 真 菌 结构 


,2019) 。 而 叶片 和 茎 秆 与 土壤 接触 较 少 ， 且 
更 为 类 似 的 原因 。 


对 黑 老 虎 内 生 真 菌 和 根 际 
落 存在 丰富 的 多 样 性 ， 其 中 ， 


土壤 真菌 群落 进行 多 样 性 分 析 ， 发 现 内 生 真菌 和 根 际 真 


TE 


[5] 
根 际 真 菌 群落 的 丰 度 和 多 样 性 显著 高 于 个 组 织 的 内 生 真 菌 ， 


研究 结果 与 很 多 药 用 植物 的 根 际 真 菌 和 组 织 内 生 真 菌 类 似 ， 王 艳 等 〈2019) 研究 发 现 ， 重 
楼 根 际 及 内 生 真 菌 多 样 性 的 关系 为 根 际 土 > 根 茎 > 根 。 周 婕 等 《2019) 研究 发 现 紫 茎 泽 兰 


根 、 茎 、 鲜 叶 、 腐 叶 之 间 内 生 真 菌 群落 组 成 差异 明显 , 具有 组 织 特异 性 ， 根 际 土壤 与 根 内 生 


真菌 群落 组 成 存在 一 定 程度 的 相似 。 
、 茎 等 药 用 部 位 富 含 木 脂 素 类 、 三 莫 类 、 花 色 苷 等 众多 药 用 
成 分 〈 舒 永志 等 ，2012) ， 果 实 中富 含 酚 酸 、 黄 酮 、 氨 基 酸 (Yang et al., 2020) 。 从 黑 老 
虎 中 分 离 的 内 生 真 菌 报道 较 少 ， 而 从 五 味 子 科 药 材 中 分 离 到 一 些 具 有 抗 氧化 、 拷 抗 植 物 病 
原 菌 、 转 化 次 级 代谢 物 等 功能 的 内 生 菌 ， 从 已 报道 的 五 味 子 科 中 分 离 的 内 生 菌 看 ， 主 要 有 


黑 老 虎 是 传统 中 药材 ， 根 


二 形 伞 形 属 CUmbelopsis) 和 


Fa) (Penicillium) 真菌 等 (Wang et al., 2017; 毛 瑞 华 等 ， 


2019; Qin etal., 2019; Song et al., 2021) ， 这 几 个 真菌 属 在 本 研究 中 的 组 织 中 均 有 检 出 ， 


表明 黑 老 虎 与 五 味 子 同 科 植 物 


科 内 生 真 菌 信息 ， 发 气 黑 老虎 中 与 次 生 代谢 有 关 的 内 生 真 菌 。 


AER K 


RERA — REREN, TORE TRT 


FUNGnuild 功 能 预测 结果 显示 ， 叶 中 未 知 功能 群 占 比 相对 较 少 ， 根 际 土壤 、 根 和 茎 中 未 
知 真菌 菌 群 较 多 ， 表 明 黑 老虎 根 际 和 根 、 葵 组 织 中 有 大 量 未 知 的 功能 菌 群 ， 有 待 进一步 发 


掘 。 黑 老虎 根 际 和 组 织 中 ， 病 到 


绿 植物 ， 叶 片 和 茎 常年 接触 外 


寄生 型 (pathotroph) 功能 群 较 高 ， 可 能 是 因为 黑 老 虎 为 常 


界 空气 ， 此 外 茎 和 叶 组 织 中 营养 物质 含量 较 高 ， 可 能 是 造成 


病理 寄生 型 真菌 占 比 较 高 的 所 


AD], E XA 


道 的 共和 叶 组 织 病 理 寄 生 型 功能 群 较 高 一 致 
CRIES, 2018) 。 根 际 土壤 中 ， 腐 生 型 (Saprotroph，10.2%) 、 病 理 寄生 -腐生 -共生 


型 (pathotroph-saprotroph-symbiotrop, 12.7960) 、 腐 生 -共生 型 (saprotroph-symbiotroph , 
13.996) 这 3 种 类 型 功能 菌 群 超过 10%， 腐 生 型 功能 菌 群 占 比较 高 可 能 是 因为 根 际 土壤 中 腐 
生 真 菌 的 种 类 繁多 ， 根 际 中 存在 腐生 型 功能 菌 群 的 机 会 更 多 〈 宁 琪 等 ，2021) 。 腐 生 真 菌 
可 以 产生 一 系列 水 解 酶 和 和 氧化 酶 ， 有 助 于 碳水 化 合 物 的 分 解 ， 与 有 机 物 分 解 和 养分 循环 相 
关 密 切 ( 梁 元 存 等 ，2003) 。 而 根 中 超过 10% 的 功能 菌 群 有 腐生 -共生 型 (saprotroph- 
symbiotroph, 17.896) 和 病理 寄生 -腐生 型 (pathotroph-saprotroph，17.2%) 2 种 ， 可 能 是 由 
于 根 与 土壤 长 期 密切 接触 ， 腐 生 真 菌 进入 根 内 成 为 内 生 真 菌 的 机 会 更 多 ( 周 婕 等 ， 
2019) 。 茎 和 叶 中 的 优势 功能 类 群 分 布 不 同 ， 可 能 是 由 于 植物 内 生 真 菌 在 不 同 组 织 中 发 挥 
不 同 功能 。 随 着 真菌 功能 的 进一步 发 掘 ， 黑 老虎 内 生 真菌 和 根 际 真菌 的 功能 将 会 进一步 明 


确 。 
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